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Die Welt ist die Gesamtheit der Tatsachen, nicht der Dinge.
(El mundo es la totalidad de los hechos, no de las cosas)
Tractatus Logico-Philosophicus
Ludwig Wittgenstein, 1918
1. BIOLOGÍA DE SISTEMAS
Tradicionalmente, el método científico más habitual para aproximarse a un
sistema biológico complejo ha sido el del reduccionismo, para intentar des-
componerlo en sus partes componentes, más sencillas de comprender o mode-
lar. En los últimos años, los logros de la estrategia reduccionista en Biología,
hechos posibles por los avances tecnológicos y la multidisciplinaridad de la in-
vestigación, se han plasmado en la descripción casi exhaustiva de la dotación
molecular de los organismos, definidos en función de su genoma, proteoma y
metaboloma (1-6) y muestran claramente que el reduccionismo científico es una
herramienta necesaria. 
Sin embargo, este nivel de extraordinario conocimiento biológico resulta
muy limitado si no se conocen las interacciones entre los diferentes elementos,
la manera en que cooperan en cada proceso o alteran el funcionamiento de las
otras partes. Un sistema vivo complejo, desde el microorganismo más primiti-
vo al ser humano, es mucho más que la suma de sus partes componentes. Este
hecho es reconocido por una nueva forma de investigación, la Biología de Sis-
temas, cuyos fundamentos teóricos se establecieron en los años 1940 a partir de
los conceptos pioneros de la cibernética, una disciplina creada por Norman Wie-
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ner, que considera a los sistemas como redes de interacciones, que procesan in-
formación que pasa de unas partes a otras (7). Un ser vivo puede ser compren-
dido de esta manera como un sistema complejo. La Biología de Sistemas, cuyo
pionero es Leroy Hood, se puede definir como un campo académico que busca
la integración de los datos biológicos para entender cómo funcionan los siste-
mas biológicos (8-12). Mediante el estudio de las relaciones e interacciones en-
tre las diferentes partes se intenta obtener un modelo comprensible del sistema
entero. La Biología de Sistemas se ha convertido actualmente en uno de las áre-
as más activas de la Biomedicina pues se beneficia no sólo de los avances en
la descripción molecular, sino también en la posibilidad de elaborar cálculos ma-
temáticos de gran complejidad y generar modelos informáticos gracias a los
avances en las ciencias de computación y análisis (13-15).
Desde el punto de vista de su diseño y ejecución, la investigación en Biolo-
gía de Sistemas puede estar dirigida por hipótesis («hypothesis-driven» o «top-
down») o por datos («data-driven» o «bottom up»). En el primer caso, la inves-
tigación se inicia con la definición de comportamientos o propiedades del sistema
que caracterizan un estado particular de interés, por ejemplo, una enfermedad.
En el segundo caso, se parte del conocimiento de los componentes moleculares
individuales del sistema (genes, proteínas, metabolitos). En la práctica, la estra-
tegia más productiva es la estrategia iterativa, que implica establecer una hipó-
tesis y la interacción entre un experimento y una simulación o modelo predicti-
vo. El modelo, sea una célula, un órgano, un proceso bioquímico o un organismo
entero se usa para diseñar experimentos que prueben la hipótesis. Tras la obten-
ción de los resultados, estos se introducen en el modelo y lo reajustan sucesiva-
mente para mejorar su capacidad predictiva. Por ello, se considera a la Biología
de Sistemas como dirigida por hipótesis, global, cuantitativa, integrativa e itera-
tiva (16, 17).
Las metodologías «-ómicas», y fundamentalmente la genómica y proteó-
mica, desempeñan un papel esencial en la Biología de Sistemas. Las «-ómicas»
proporcionan las herramientas tecnológicas que han permitido, por una parte, el
conocimiento actual de los componentes de los sistemas biológicos que es la
base de la investigación dirigida por los datos, y por otra, la evaluación real de
la estrategia interactiva para la validación y ajuste de los modelos predictivos
basados en las hipótesis de partida. Por la gran importancia que los métodos
analíticos suponen en la Biología de Sistemas, uno de los retos a los que se en-
frenta ésta, es el de desarrollar tecnologías avanzadas para la realización de me-
didas globales, aspecto en el que la microfluídica y la nanotecnología están lla-
mados a desempeñar un papel preponderante (18-24).
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2. CITÓMICA O CITOMETRÍA DE SISTEMAS
Por analogía con las relaciones entre los conceptos y términos acuñados
para las disciplinas hoy bién establecidas dentro del conjunto de las llamadas
«ómicas» (genoma-genómica, proteoma-proteómica, metaboloma-metabolómi-
ca), es evidente que el término «Citómica» se debe relacionar con el concepto
«Citoma». El término «Citómica» (Cytomics) apareció por primera vez en un
artículo científico en 2001 (25). Los citomas pueden ser definidos como los
sistemas y subsistemas celulares y los componentes funcionales del organismo
(26, 27). La heterogeneidad de los citomas, resultante de la expresión del ge-
noma y la exposición a factores externos, es abordada por la citómica, defini-
da como el estudio de los fenotipos moleculares de las células individuales en
combinación con una exhaustiva extracción bioinformática del conocimiento
así obtenido (28-32).
La citómica como disciplina tiene como objetivo el conocimiento del di-
seño molecular y la funcionalidad de los citomas mediante el análisis célula
a célula, una aproximación que permite evitar la pérdida de información que
caracteriza a otras metodologías en que se obtienen valores promedios a par-
tir del análisis simultáneo de números elevados de células o de homogenei-
zados de tejidos. Conceptualmente, la citómica pone en relación a la tecno-
logía (sistemas de detección y medición) con la biología (estructura y función)
e integra la citometría de imagen y de flujo con la genómica, y la proteómi-
ca (Figura 1).
3. LAS TECNOLOGÍAS DE LA CITÓMICA
El concepto de citómica ha podido desarrollarse gracias a numerosos avan-
ces tecnológicos, la mayoría de los cuales se han producido en el campo del
análisis de imagen, ya que la microscopia óptica ha evolucionado como una tec-
nología totipotente capaz de superar los límites físicos impuestos por la natura-
leza de la luz. Con la ayuda de los sistemas de captación de imágenes digitales,
como las cámaras CCD y otros dispositivos de alta sensibilidad se ha podido
automatizar el uso de los sistemas microscópicos, aumentando el rendimiento
al generar mayor información con menor tiempo invertido en el experimento y
el análisis (33-35).
La fluorescencia es el fenómeno físico que ha sido básico en el desarro-
llo de muchas de las técnicas modernas capaces de leer los estados funciona-
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les de la célula. No sólo la funcionalidad celular es detectada mediante fluo-
rescencia, sino que el diseño de nuevos marcadores fluorescentes (36-38), el
descubrimiento de las proteínas fluorescentes (39-41) y su aplicación en una
plétora de estudios en Biología Celular ha constituido uno de los mayores
avances científicos de los últimos años (Tabla I). Gracias a la fluorescencia se
han desarrollado técnicas que producen una gran cantidad de información mo-
lecular extraída ópticamente de un contexto celular funcional: microscopía
confocal (42) y de excitación multifotónica (43), microscopía de barrido por
láser (44), análisis de imagen multiespectral (45), transferencia de energía de
fluorescencia resonante (46), recuperación de fluorescencia tras fotodecolora-
ción (47), pérdida de fluorescencia en el fotoaclarado (48), microscopía de
imágenes de vida media de la fluorescencia (49), fluorescencia interna total
reflejada (50), espectroscopía de correlación de fluorescencia (51) y sistemas
de alta capacidad de análisis como la lectura de imagen de fluorescencia en
placas (52).
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FIGURA 1. Esquema de las interacciones de la citómica con las “-ómicas” principales. La cé-
lula viva es la unidad de los citomas formados por células que pueden presentar una funciona-
lidad heterogénea, dependiendo de su genoma y la exposición a su medio ambiente. La regula-
ción programada de la actividad e interacciones de las proteínas funcionales y la regulación
adaptativa modulan dinámicamente la fisiología celular, que puede ser explorada por las meto-
dologías propias de la citómica, que son multiparamétricas, mínimamente invasivas y basadas en
el análisis celular individual.
Otras técnicas citómicas que, a través de la fluorescencia, estudian la célu-
la individual en su complejidad se agrupan en torno al concepto metodológico
de Citometría de Flujo (53). Esta aproximación multiparamétrica y de alta ve-
locidad de adquisición de datos, potenciada por avances en la miniaturización
y microfluidica del laboratorio en un chip (54), permite el análisis celular de
alto contenido y de alto rendimiento y se revela como esencial para la resolu-
ción de la heterogeneidad celular de los citomas complejos. La interacción en-
tre las técnicas citómicas de flujo y estáticas, hasta hace poco restringida a apli-
car medidas ópticas a células purificadas en un citómetro separador («Cell
Sorter»), se ha llegado a plasmar recientemente en avances tales como la ob-
tención de imágenes rápidas multiespectrales en flujo (55).
Las técnicas biomoleculares se están implantando con fuerza en los cam-
pos de las metodologías ópticas y de flujo, bien como generadoras de paráme-
tros analíticos, mediante amplificación de señales de tiramida (56), marcaje de
biomoléculas por esferas cuánticas o «quantum dots» (57) o aptámeros (58), o
desarrollo de matrices de esferas fluorescentes de captura de analitos extracelu-
lares (59), bien por su aplicación a la purificación y análisis posterior de sub-
poblaciones de citomas complejas, por ejemplo mediante PCR de células indi-
viduales (60).
La coordinación de las -ómicas moleculares, ópticas y de flujo permite ob-
tener ingentes cantidades de información que necesitan ser analizadas median-
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TABLA I. Fluorocromos y marcadores fluorescentes usados en citómica
• Fluorocromos con reactividad hacia
grupos químicos específicos
• Fluorocromos apareados para transfe-
rencia de energía resonante
• Anticuerpos conjugados a fluorocro-
mos
• Lectinas conjugadas a fluorocromos
• Secuencias de ácidos nucleicos conju-
gadas a fluorocromos
• Lípidos fluorescentes
• Hormonas conjugadas a fluorocromos
• Nanocristales fluorescentes
• Indicadores fluorescentes de pH
• Quelantes fluorescentes de iones
• Fluorocromos sensibles al potencial de
membrana
• Sustratos fluorogénicos de enzimas in-
tracelulares
• Proteínas fluorescentes naturales
• Biopolímeros acoplados a fluorocro-
mos
• Microesferas sintéticas fluorescentes
• Moléculas y pigmentos fluorescentes
endógenos
te técnicas potentes de Bioinformática. El filtrado («data sieving») y la recupe-
ración («data mining») de los datos a partir de enormes conjuntos de datos mul-
tiparamétricos debe evitar la pérdida de información referida a interacciones y
relaciones moleculares que pudieran haber pasado inadvertidas a la hipótesis de
partida y que, de esta forma, serían útiles para redefinir las fases experimenta-
les y refinar la potencia predictiva del modelo, según las características del mé-
todo de la Biología de Sistemas. Por lo tanto, la utilización de sistemas infor-
máticos de clasificación de información, por un lado, y el desarrollo de
programas de análisis, se está convirtiendo en uno de los nuevos campos de
avance en el campo de la Biología Celular (61).
3.1. Citometría de flujo
La citometría de flujo (CMF) permite la medida simultánea de fluorescencias
múltiples y de dispersión de luz inducidas por la iluminación adecuada de célu-
las o partículas microscópicas en suspensión a medida que éstas fluyen de una en
una a través de un compartimento de detección o cámara de flujo (Figura 2A). En
algunos sistemas instrumentales más complejos (los denominados separadores ce-
lulares o «Cell Sorters», las células o partículas individuales pueden ser separa-
das físicamente de acuerdo con sus propiedades biológicas (Figura 2B). De esta
forma, la CMF es una poderosa metodología citómica que permite cuantificar si-
multáneamente varios parámetros biológicos en la misma célula o partícula indi-
vidual, a una velocidad de adquisición de datos que típicamente puede alcanzar
los miles de eventos por segundo (53, 62).
La CMF se ha convertido en una de las tecnologías analíticas dependientes
de fluorescencia más avanzadas y que, además, evoluciona más rápidamente.
Con respecto a otras -ómicas basadas en la fluorescencia, la CMF es ventajosa
porque permite la cuantificación simultánea de múltiples parámetros biológicos
sobre la misma célula o partícula, a la vez que miles de ellas son examinadas
por segundo cuando desfilan de una en una a través de un sistema adecuado de
iluminación (Figura 2A). Como consecuencia, un amplio abanico de tipos de
poblaciones celulares heterogéneas pueden ser descritas mediante las propieda-
des biométricas de sus componentes individuales (Tabla II).
Por su desarrollo histórico y sus importantes implicaciones clínicas, el uso
más frecuente de la CMF es el del diagnóstico y pronóstico en Inmunohemato-
logía y Oncología, sobre la base de determinaciones inmunofenotípicas y de con-
tenido de ADN (63). Sin embargo, la CMF se ha convertido en una herramien-
ta de elección en estudios básicos y aplicados que incluyen la biología celular
ALBERTO ÁLVAREZ-BARRIENTOS, JOSÉ ENRIQUE O’CONNOR Y ROBERT C. CALLAGHAN
128
y molecular (64), la biotecnología (65), la toxicología (66), la microbiología
(67), la fisiología vegetal (68) y las ciencias acuáticas (69). Por otra parte, la
CMF clínica incorpora cada vez con más frecuencia ensayos funcionales que
mejoran la sensibilidad de la detección de células anormales y proporcionan in-
formación dinámica acerca de mecanismos patogénicos implicados en diferen-
tes enfermedades (70).
Desde un punto de vista práctico, los principales aspectos ventajosos de la
CMF se pueden resumir en los siguientes conceptos (53):
a)  Adquisición multiparamétrica de datos: La mayoría de los procedimientos
bioquimicos clásicos y moleculares determinan un sólo parámetro biológico por
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FIGURA 2. Esquemas muy simplificados de un citómetro de flujo (A) y un Separador Celular o
“Cell Sorter” (B). En (A) se muestra un esquema de la configuración central del citómetro, con
la cámara de flujo, el láser de excitación y la bancada óptica que permite la detección simultá-
nea de señales de dispersión de luz (información morfológica) y varias fluorescencias (informa-
ción bioquímica). En (B) se muestra esquemáticamente el proceso de separación celular electros-
tático basado en la identificación de células de interés por sus propiedades citométricas y la
producción de microgotas que serán cargadas eléctricamente en función de la identidad de la cé-
lula que contienen, y separadas individualmente mediante unas placas eléctricas deflectoras. Otros
sistemas de separación utilizan procedimientos hidráulicos y neumáticos. La figura A ha sido ce-
dida por Coulter Training and Education Series y la Figura B ha sido modificada a partir de una 
figura diseñada en el Purdue University Cytometry Laboratory (www.cyto.purdue.edu).
ensayo y, en general, no son suficientemente sensibles para detectar una sola cé-
lula. Los citómetros de flujo modernos permiten recoger simultáneamente en cada
célula o partícula dos señales de dispersión de luz (relacionadas con la morfología
celular) y entre 3-8 señales de fluorescencia. De esta forma, uno o más parámetros
pueden usarse para definir y acotar la subpoblación de interés en un citoma hete-
rogéneo (por ejemplo, células vivas, apoptóticas o necróticas; células de diferente
origen o linaje; células en diferentes fases del ciclo celular, etc.) y el resto de se-
ñales disponibles son asignadas al análisis de estructuras específicas o funciones
en la población seleccionada. El análisis de múltiples alícuotas por muestra per-
mite expandir a voluntad el número de parámetros, al combinar por separado gru-
pos de marcadores fluorescentes de propiedades biológicas distintas pero de simi-
lares propiedades ópticas. Este tipo de estrategia (análisis por paneles) es muy
frecuente en Inmuno-Hematología, donde se llega a utilizar paneles de más de vein-
te anticuerpos monoclonales fluorescentes específicos frente a epitopos de la mem-
brana plasmática de leucocitos, para tipificar leucemias y linfomas.
b)  Análisis multivariado de datos: La configuración de hardware y soft-
ware de los ordenadores acoplados a los citómetros modernos permite asociar
la adquisión multiparamétrica de datos al análisis multivariado. Por ello, una po-
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FIGURA 3. A) Sistema de imagen confocal de epi-iluminación. B) Sistema de imagen confocal
del tipo de barrido del haz de luz.
blación no es descrita por la mera enumeración de sus propiedades individua-
les medidas, sino por su correlación sobre cada célula individual, incrementan-
do así su poder de discriminación. Además, la posibilidad de almacenar los re-
sultados en forma de matrices de datos no correlacionados (ficheros «list-mode»)
permite la definición, si es necesario, de nuevas correlaciones paramétricas y
modificar los criterios de selección de subpoblaciones, tras reproducir y proce-
sar dicha matriz de datos (Tabla III).
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TABLA II. Parámetros celulares asequibles a técnicas citomicas
Parámetros de superficie
Integridad de membrana
Potencial de membrana
Reciclado de membrana
Expresión de receptores
Interacción entre receptores
Unión de ligandos a receptores
Modulación de receptores
Glicoconjugados de superficie
Adhesión intercelular
Fluidez de membrana
Contenido de colesterol en
membrana
Perdida de asimetría lipídica
Permeabilidad de sustratos
fluorescentes
Peroxidación de membrana
Lanzamiento de membranas
Endocitosis
Pinocitosis
Fagocitosis
Bombas de eflujo de
xenobióticos
Componentes de pared celular
bacteriana
Componentes de pared celular 
de levaduras
Componentes de pared celular 
de algas
Parámetros citoplásmicos
Contenido general en proteínas
Contenido en proteínas
específicas
Contenido en proteínas
fluorescentes
Interacción entre proteínas
Actividad mitocondrial
Contenido en mitocondrias
pH citosólico
pH lisosómico
Fosforilación de proteínas
Ca 2+ citosólico
Generación de especies reactivas
de oxígeno
Generación de especies reactivas
de nitrógeno
Actividad enzimática:
— Oxidasas
— Deshidrogenasas
— Esterasas
— Proteasas
— Transferasas
Modificación de proteínas
Tioles solubles libres
Glutatión
Tioles proteicos libres
Lípidos apolares
Lípidos polares
Proteínas específicas del
citoesqueleto
Proteínas específicas de
secreción
Parámetros nucleares
Conformación de la cromatina
Contenido en DNA
Contenido en RNA
Contenido general en proteínas
nucleares
Contenido en proteínas nucleares
específicas
Ciclinas
CDKs
Antigenos relacionados con la
proliferación
Síntesis de DNA
Rotura de DNA
Oxidación de DNA
Reparación de DNA
Receptores nucleares
Expresión de genes específicos
Expresión de genes reporteros
Elementos subcelulares 
y moleculares
Mitocondrias normales
Megamitocondrias
Vesículas del aparato de Golgi
cis
Vesículas del aparato de Golgi
trans
Endosomas
Fagosomas
Cloroplastos
Tilacoides
Analitos extracelulares:
— proteínas
— secuencias de DNA
— secuencias de RNA
c)  Análisis rápido de elevado número de células: La CMF se puede efec-
tuar sobre una gran variedad de material biológico en diferentes condiciones de
viabilidad. El uso de células vivas permite determinar múltiples parámetros fun-
cionales en entornos intracelulares mínimamente alterados, así como en condi-
ciones cuasi fisiológicas. La elevada velocidad de adquisición de datos y la po-
sibilidad de examinar millones de células individuales en un lapso de tiempo
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TABLA III. Ensayos funcionales citomicos: estrategias, información
y aplicaciones generales
Estrategia del ensayo
a) Según el estado del material
biológico:
• Ensayos sobre células en
fresco
• Ensayos sobre células fijadas
• Ensayos con elementos
subcelulares
• Ensayos multiplexados
b) Según la selección específica
de células:
• Ensayos acotados
• Ensayos no acotados
d) Según la duración del ensayo:
• Ensayos de punto final
• Ensayos de puntos finales
secuenciales
• Ensayos cinéticos con células
en situación basal
• Ensayos cinéticos con células
sometidas a situaciones
controladas
• Ensayos «in fluxo»
Información primaria
• Intensidad de expresión de
múltiples parámetros en
citomas homogéneos
• Heterogeneidad de expresión
de múltiples parámetros en
citomas homogéneos
• Correlación entre múltiples
parámetros en el seno de un
citoma
• Cociente entre múltiples
parámetros en la misma célula
• Evolución de fenómenos
rápidos y/o transitorios
• Evolución de fenómenos
lentos y/o sostenidos
• Detección y análisis de células
infrecuentes
• Correlación con parámetros
medidos por otras técnicas -
ómicas tras aislamiento de
células
Aplicaciónes generales
• Identificación y
caracterización de células
basadas en múltiples
parámetros biológicos
• Aplicaciones diagnósticas,
incluída la detección de
células patológicas escasas
• Análisis de la activación
celular, incluídas la biología
de receptores y la
transducción de señales
• Análisis de la expresión
génica, incluída la ingeniería
genética
• Análisis del ciclo celular y de
procesos relacionados con la
proliferación
• Análisis de la diferenciación
celular
• Enzimología intracelular
(Citoenzimología)
• Análisis de la viabilidad,
lesión celular y muerte celular,
incluídas la apoptosis y la
necrosis
• Análisis de la funcionalidad
microbiana, incluída la
sensibilidad a fármacos
• Control de procesos
biotecnológicos, incluídas las
condiciones de crecimiento y
la productividad
• Biología medioambiental
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FIGURA 4. Reconstrucción tridimensional
de una esfera fluorescente. Cada imagen es
el resultado de la superposición de 20 pla-
nos confocales. El conjunto muestra a la
esfera girando sobre su eje medio alrede-
dor de 33 grados.
FIGURA 5. Imagen de luz transmitida de un cultivo de células epiteliales por un microscopio
de barrido. 
razonable, permite la detección y análisis preciso de células infrecuentes, (has-
ta 1 evento/188 células).
d)  Capacidad de purificación de subpoblaciones celulares («Cell Sorting»):
Algunos instrumentos de CMF («Cell sorters» o separadores celulares) son ca-
paces de separar físicamente las células o partículas individuales, de acuerdo
con sus propiedades citométricas. Los separadores más avanzados se basan en
la deflección electromagnética de gotas individuales generadas por la vibración
de alta frecuencia aplicada a la cámara de flujo. En tales sistemas, se puede lle-
gar a separar simultáneamente varias subpoblaciones celulares o, por el contra-
rio, aislar y depositar una sola célula en un pocillo de una placa u otro soporte
adecuado (Figura 2B). La separación de subpoblaciones celulares suele ser un
proceso clave en la interacción de la CMF con otras técnicas citómicas basadas
en la imagen, o con las -ómicas moleculares (genómica y proteómica), además
de proporcionar una herramienta poderosa para la purificación de subpoblacio-
nes celulares (71), especialmente en las que son escasas y de gran relevancia,
como células madre (72), transfectantes (73) o productoras de una determinada
molécula (74). Hay que destacar, además, la contribución de la purificación por
CMF de cromosomas individuales en el contexto de la secuenciación del geno-
ma humano (75).
3.2. Microscopía confocal 
La característica esencial de un sistema de imagen confocal es que la zona
de iluminación y la de detección están siempre confinadas en un mismo punto
del espécimen en cualquier momento. Si el punto es tan pequeño que sus lími-
tes están impuestos por la difracción, la resolución conseguida en este caso es
mayor que la obtenida en un sistema convencional. La resolución lateral puede
acercarse al máximo teórico incrementando 0.7 veces la resolución convencio-
nal (76). 
Sin embargo, la propiedad fundamental y distintiva de la imagen confocal
es que sólo lo que está enfocado es detectado. Las áreas de la muestra fuera de
foco aparecen negras, y no contribuyen a la formación de la imagen.
Existen muchos diseños de sistemas de imagen confocal. Uno de los más
utilizados es el de epi-iluminación, que utiliza la misma lente como condensa-
dor y objetivo, obviando la necesidad de ajustar y co-orientar dos lentes. La luz
proveniente de la apertura es reflejada en la zona posterior de la lente objetivo
y enfocada en la muestra. La luz que retorna desde la muestra, como resultado
de la refracción o de la fluorescencia, vuelve a pasar a través de la lente y di-
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rigida hacia una segunda apertura, lo cual permite que una porción de haz de
luz pasar a un detector tal como un fotomultiplicador (Figura 3A).
Como es comprensible, un sistema de imagen confocal no produce una ima-
gen óptica completa del espécimen. Para obtener una imagen completa es ne-
cesario que el punto de detección sea “pasado”, o que barra, la superficie del
campo de visión. Esto puede ser realizado haciendo pasar el espécimen a través
del haz de luz (Barrido de la muestra), o haciendo pasar el haz de luz sobre la
muestra fija (Barrido del haz). La imagen es generada electrónicamente a par-
tir de las señales seriadas provenientes de los fotomultiplicadores (Figura 3B). 
La fuente de luz que se suele utilizar es un haz de láser, ya que permite ob-
tener imágenes de alta resolución y sensibilidad cuando se trabaja con sondas
fluorescentes. Permite una fuente de luz estable, uniforme y de una longitud de
onda determinada. Esto es, a su vez, la principal limitación, ya que, no permi-
te trabajar con todo tipo de fluorocromos, sino solo con aquellos que son capa-
ces de excitarse a la longitud de onda del láser. Otra limitación impuesta por los
láseres es el precio, ya que láseres potentes necesarios para trabajar con excita-
ción ultravioleta son caros y, generalmente, refrigerados por agua. El importan-
te desarrollo de láseres de estado sólido de baja potencia, permitirá en un futu-
ro próximo, eliminar estas limitaciones.
Las aplicaciones de la microscopía confocal son las mismas que las de la
microscopía de fluorescencia o la de campo claro o la de contraste de fases, con
las ventajas del aumento de resolución y la capacidad de aumentar los contras-
tes sin disminuir la resolución. Al trabajar con imágenes electrónicas se pueden
realizar reconstrucciones tridimensionales, como la que se muestra en la Figu-
ra 4, de una esfera fluorescente. Además, dependiendo del programa que se uti-
lice y del formato de la imagen, se pueden realizar estudios de análisis de ima-
gen. Permite también, en el caso de la fluorescencia, trabajar con varios
fluorocromos a la vez, dependiendo del número de fotomultiplicadores que po-
sea el sistema.
Si trabajamos en un sistema de imagen confocal de epi-iluminación, unido
a un microscopio invertido, se pueden aplicar las ventajas de la microscopía con-
focal al estudio de cultivos celulares in situ. Esta aplicación requiere objetivos
de una apertura numérica alta y que tengan una distancia focal que permita en-
focar a través del plástico de los soportes de cultivo sin pérdida de resolución
y fluorescencia (Figura 5).
Una de las limitaciones de la microscopía confocal es el tamaño de los ob-
jetos que es capaz de visualizar. Mientras que es capaz de mostrar con todo de-
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talle levaduras, algas y protozoos, las bacterias sólo son visualizadas en condi-
ciones especiales de grandes aumentos ópticos y electrónicos, perdiendo reso-
lución. A pesar de ello, se puede estudiar la condensación del cromosoma bac-
teriano o el número de los mismos, mediante el uso de fluorocromos que se
unen al DNA (Figura 6).
Por lo tanto, utilizando los fluorocromos adecuados se pueden estudiar los
parámetros deseados (77-81). Por ejemplo, con levaduras se puede estudiar la
posición de las cicatrices de quitina, mediante primulina o calcofluor; se puede
comprobar la situación de los filamentos de actina y de los microtúbulos; se
pueden realizar cinéticas de activación mediante medida de la movilización del
Ca2+ intracelular, se pueden estudiar varios parámetros a la vez, como es la via-
bilidad, mediante yoduro de propidio y la cantidad de proteína mediante FITC
(Figura 7), se pueden comprobar las variaciones morfológicas debidas a muta-
ciones específicas, etc. (82, 83)
Dentro del campo de la infección, la microscopía confocal ha demostra-
do ser una herramienta eficaz al visualizar los microorganismos dentro de las
células huésped y la forma de interaccionar entre los dos organismos. En la
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FIGURA 6. Imagen confocal de cé-
lulas de E. coli teñidas con Yoduro
de Propidio. Se puede observar la
condensación del cromosoma, en
forma de mancha roja.
FIGURA 7. Imagen confocal de células de S. Cerevi-
siae teñidas con FITC (verde) 
y Yoduro de Propidio. 
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FIGURA 8. Estudio confocal de localiza-
ción de una proteína en el núcleo. En la
parte superior se muestra la imagen con-
focal de un cultivo de células epiteliales
transfectadas con un plásmido que con-
tiene el gen para la proteína verde (GFP)
y los núcleos teñidos con Yoduro de pro-
pidio (IP). Los colores son falsos, en ver-
de se representa el IP y en rojo la GFP.
En amarillo se observan las zonas de co-
localización del IP y del GFP. En la par-
te inferior se muestra un gráfico de la re-
presentación biparamétrica de las dos
fluorescencias de la foto de arriba. La
zona de co-localización se delimita por
los puntos de color naranja-amarillo.
actualidad se están llevando a cabo interesantes experimentos en esta área
(84, 85).
Otra aplicación de la microscopía confocal es el estudio de la co-localiza-
ción de fluorescencias (86) que informa sobre la distribución paralela de dos es-
tructuras celulares, p. ej. actina y tubulina, o de la presencia en el mismo plano
focal de dos proteínas (Figura 8). La aparición de las proteínas fluorescentes ha
permitido el desarrollo de sistemas de estudio de la expresión de proteínas, uti-
lizando a las proteínas fluorescentes como detectoras de la expresión de la pro-
teína de interés, mediante la creación de proteínas de fusión (Figura 9). De esta
forma, es fácil realizar estudios de localización celular, utilizando marcadores
de orgánulos citoplásmicos o de ácidos nucléicos. La microscopía confocal tam-
bién puede usar el tiempo como parámetro por lo que puede ser usada para me-
didas cinéticas en cultivos celulares (87).
Un campo donde la microscopía confocal tiene muchas aplicaciones es en el
de los materiales, ya sea para estudiar su deterioro o alteración por medios natu-
rales o artificiales (88). En las empresas papeleras, por ejemplo, se utiliza para es-
tudiar las impurezas que aparecen en el papel y su posible origen (Figura 10).
3.3. Microscopía Multifotón
La microscopía multifotón es un desarrollo reciente de la microscopía de
fluorescencia (43, 89). Consiste en la absorción por parte del fluoróforo de dos
o más fotones de menor energía para producir la fluorescencia. Para que se pro-
duzca ésta, el tiempo entre los dos fotones debe ser del orden de 10 attose-
gundos, que es la vida media del electrón en los estados energéticos provoca-
dos por la absorción de cada fotón individual (Figura 11). Por lo tanto, si dos
o más fotones llegan en ese lapso de tiempo, su energía se sumará y el fluo-
rocromo podrá ser excitado eficientemente, emitiendo fluorescencia a la longi-
tud de onda adecuada. La fluorescencia por excitación multifotón no se da de
forma natural ya que es necesario fuentes pulsantes de luz a una frecuencia de
femtosegundo. 
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FIGURA 9. Estudio confocal de localización de una
proteína en Golgi. La imagen muestra la detección
simultánea de las vesículas del aparato de Golgi, en
color rojo y expresión de una proteína fluorescente
informadora, acoplada a una proteína de interés, en
este caso la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS),
en color verde.
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FIGURA 10. Imagen confocal fluorescente de una
muestra de papel reciclado. La flecha señala a una
inclusión de origen bacteriano. 
FIGURA 11. Diagramas de Jablonski mos-
trando la excitación fluorescente con un fo-
tón (A) y con dos fotones (B)
La probabilidad de excitación por dos fotones depende linealmente del cua-
drado de la intensidad de iluminación. Sólo los láseres pulsados de estado sólido
pueden producir haces con la suficiente intensidad para que se induzca la fluo-
rescencia por excitación multifotón. Los más habituales son los de Ti:Za (Mira
400, Coherent) que pueden producir haces de más de 200mW en pulsos de 50
femtosegundos o menos, a longitudes de onda variables desde 720 hasta 1060 nm. 
Las ventajas que ofrece un sistema multifotón son varias e importantes como
para justificar una inversión millonaria en ese tipo de equipos (tan sólo el cos-
te del láser se encuentra alrededor de 300.000 €). Su principal característica es
que la excitación se circunscribe al punto de enfoque del objetivo (donde se con-
centra el mayor número de fotones). Es en este punto donde existe la densidad
de fotones necesaria para que se produzca la emisión de fluorescencia (Figuras
12 y 13). Por lo tanto, ni por encima ni por debajo va a haber densidad sufi-
ciente para excitar, disminuyendo sensiblemente la fototoxicidad. Por otro lado,
la excitación por longitudes de onda infrarrojas implica una mayor penetrabili-
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FIGURA 12. Delimitación del punto de excitación en los sistemas confocales unifotón 
y dos fotones
FIGURA 13. Imagen de un láser multifotón iluminando una cubeta con fluoresceína. 
La emisión de fluorescencia sólo se produce en el punto donde está enfocado.
dad en los tejidos y debido a su baja absorción no produce casi fototoxicidad,
por lo que es muy adecuada para estudios in vivo.
El hecho de que la fluorescencia sólo se produzca en el punto de enfoque
implica que el microscopio multifotón no necesita diafragmas para seleccio-
nar la luz procedente del plano focal. Esto implica una mayor sensibilidad al
recolectar mayor número de fotones. Cuanto mayor sean la apertura numéri-
ca y los aumentos del objetivo, menor será el volumen del punto de excita-
ción. El grosor del plano de barrido depende de la intensidad del láser (a ma-
yor potencia, mayor grosor). Por lo tanto, la microscopía multifotón permite
trabajar in vivo, en condiciones de menor fototoxicidad, más sensibilidad, lo
que implica trabajar con menor intensidad de láser, y con muestras más grue-
sas (tejidos, cultivos organotípicos, organismos vivos, etc.). Otra ventaja que
presenta la microscopía multifotón, es la posibilidad de excitar fluorocromos
con diferentes longitudes de onda de excitación que implicaría la necesidad
de usar varios láseres en la microscopía confocal convencional (DAPI 365nm,
FITC 488nm y TMRM 543nm) (Figura 14). Por el contrario, la microscopía
multifotón presenta serias desventajas, la primera como ha sido comentado an-
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FIGURA 14. Láser Multifotón acoplado a un microscopio invertido y a un sistema de captación
de imágenes a alta velocidad. Este sistema es utilizado para realizar estudios funcionales
y cinéticas en tiempo real.
teriormente, su elevado precio, la segunda, la incapacidad de excitar de for-
ma eficiente determinados fluorocromos de uso común y la tercera la posibi-
lidad de “quemar” las muestras en el caso de que algún componente de la
muestra absorba en el infrarrojo (89).
3.4. Las Fs en Microscopía
La aplicación de la microscopía en el campo de la citómica se ha potencia-
do notablemente por el desarrollo de una serie de técnicas de fluorescencia (de
ahí el título de esta sección) basadas en las características de fluorocromos o en
las propiedades intrínsecas de la misma fluorescencia, que permiten estudiar inter-
acciones moleculares y movimientos de moléculas en el interior de las células.
La transferencia de energía resonante de Förster (Fluorescence Resonance
Energy Transfer, FRET), permite detectar que dos moléculas están próximas, a
menos de 10-100 ängstrons. Es la transferencia de energía no radiante que se
produce entre dos fluoróforos con espectros solapantes de emisión (fluorocro-
mo donador) y excitación (fluorocromo aceptor) al excitar al donador. La efi-
ciencia decae con la sexta potencia de la distancia (radio de Förster) y depende
también de las características de los fluorocromos (Figura 15). 
Cuando se produce FRET, la emisión de fluorescencia del donador apare-
ce en la misma medida que disminuye la fluorescencia del donador, por lo que
una forma fácil de detectar FRET, es midiendo el cociente de las dos fluores-
cencias (46, 90).
La utilización de proteínas fluorescentes conjugadas a proteínas celulares,
permite realizar otro tipo de estudios, basados en la pérdida de fluorescencia de
las proteínas informadoras (91, 92). Estos métodos se denominan recuperación
de la fluorescencia tras fotodecoloración (FRAP, Fluorescence Recovery after
Photobleaching) (47) y pérdida de fluorescencia en el fotoaclarado (FLIP, Fluo-
rescence Loss in Photobleaching) (48) (Figura 16). El primer método consiste
en iluminar una zona de la célula de forma intensa para destruir el fluorocromo
de la proteína fluorescente y determinar el tiempo que tarda en recuperarse la
fluorescencia en esa zona. De esta forma, se puede conocer el tiempo de reci-
clado de la proteína en estudio. La técnica de FLIP permite determinar si el tra-
tamiento realizado implica disminución de la recuperación de la fluorescencia,
es decir, una disfunción en el reciclado de la proteína. 
Una forma muy efectiva y sensible de estudiar el fenómeno de FRET es
cuantificar el tiempo medio en el que los fluorocromos están en el estado exci-
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FIGURA 15. Esquema de la interacción entre el fluorocromo donador y el fluorocromo aceptor
en el fenómeno de transferencia de energía resonante de fluorescencia (FRET).
FIGURA 16. Diagrama representando la forma de cuantificar la recuperación de fluorescencia
durante el fenómeno de recuperación de fluorescencia tras fotoaclarado (FRAP)
tado (FLIM, Fluorescence Life Imaging Microscopy) (49, 93). Cuando se da el
fenómeno de FRET, este parámetro disminuye, siendo fácilmente medible usan-
do equipos especiales con láseres pulsados acoplados a un microscopio. 
3.5. Microscopía de barrido láser
Los microscopios de barrido láser son sistemas que utilizan láseres, como
fuentes de iluminación-excitación, y fotomultiplicadores, como detectores, para
obtener información sobre componentes celulares y propiedades funcionales, de-
tectadas mediante el uso de sistemas fluorescentes multiparamétricos. Las célu-
las o tejidos, pueden estar en placas multipocillos, portaobjetos y otros sopor-
tes. La información se toma de múltiples campos dentro de cada pocillo,
permitiendo el análisis de varias muestras con diferentes tratamiento en un, re-
lativamente, corto espacio de tiempo. Se pueden utilizar para medidas bioquí-
micas, análisis genéticos, toxicidad de fármacos, etc. (44, 94, 95)
Estos sistemas están compuestos de una unidad óptico-electrónica que for-
ma el haz láser que barre la muestra (Figura 17), de un sistema de fotomulti-
plicadores que recogen las fluorescencias producidas, un sistema de platina mo-
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FIGURA 17. Esquema de un microscopio de barrido láser.
torizada con determinación simultánea de los parámetros X e Y y un sistema de
autoenfoque. 
El almacenamiento de las distancias X e Y, permite relocalizar cada célu-
la de interés, en el momento de la adquisición o en las imágenes que almace-
na el equipo (Figura 18). La captación de las intensidades de fluorescencia por
parte de los fotomultiplicadores permite la representación de las mismas, como
si fuese un citómetro de flujo, mientras que la recolocalización permite saber
dónde se encuentran las células que han producido esas señales y visualizar-
las. En este caso muestra un cocultivo de células epiteliales gástricas y mono-
citos que están teñidos con un anticuerpo (CD14) conjugado con FITC, que
emite en verde. De esta forma, detectamos los monocitos, los localizamos por
la imagen y sabemos si están asociados o no a células epiteliales (negativas
para CD14).
Estos sistemas tienen una gran utilidad, a la hora de analizar sustancias ci-
totóxicas, ya que permiten estudiar la forma en que actúa el compuesto, aunque
son menos rápidos que los sistemas de Alto Rendimiento (High Troughput Scre-
ening, HTS) diseñados para obtener poca información pero de muchas muestras.
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FIGURA 18. Análisis de la expresión de CD14 en un co-cultivo de células epiteliales gástricas
y macrófagos. Se realiza un análisis cuantitativo y una localización de las células que 
presentan determinadas características fluorescentes.
Este sistema estaría en la zona intermedia, generando mucha información pero
de un número medio de muestras (Medium Throughput Screening, MTS).
3.6. Análisis de imagen de alto rendimiento
El microscopio confocal ha supuesto un enorme avance en la comprensión
de la función celular y de los constituyentes subcelulares. Sin embargo, estos
instrumentos precisan una extensa interacción humana para el desarrollo del pro-
tocolo experimental, el análisis y la evaluación de los resultados. Estos sistemas
típicamente requieren la preparación y tratamiento de las células en pequeñas
cámaras ambientales, el mantenimiento de la iluminación óptima, el enfoque y
barrido de la muestra, y la observación, archivo, procesamiento y análisis de las
imágenes obtenidas.
Un avance significativo dentro del campo de la microscopía de fluorescen-
cia cuantitativa han sido los sistemas confocales de análisis de imagen de alto
rendimiento o HTS (96, 97). Este término se define como la automatización de
todos los procesos involucrados con la investigación celular, definidos espacial
y temporalmente, dentro del contexto de la integridad funcional y estructural de
cada una de las células individuales. Estos sistemas de alta velocidad comple-
tamente automatizados permiten la investigación celular a gran escala utilizan-
do placas multipocillos, y el análisis de millones de células por experimento. Es
preciso enfatizar que estos sistemas no sustituyen a los de microscopía confo-
cal de pequeña escala, sino que permiten la utilización de la información obte-
nida en éstos y su aplicación a gran escala, pudiendo analizar de una manera
eficaz combinaciones de distintos tipos celulares, concentraciones variables de
agonistas y antagonistas, duraciones de tratamiento variables, así como tipo y
número de variables analizadas en cada condición. 
La posibilidad de observar en paralelo mediante análisis de imagen de alta
resolución la distribución de varios fluoróforos distintos (multiplexado) en cé-
lulas individuales ha llevado al emergente campo del análisis de imagen de alto
contenido en información (HCS) (98). El desarrollo de sistemas informáticos
que permiten el análisis de la vasta información contenida en las imágenes a
tiempo real, junto con el desarrollo del software de análisis de imagen automa-
tizado han permitido la cuantificación simultánea de translocaciones intracelu-
lares de distintas biomoléculas marcadas con fluorescencia. Además del tráfico
proteico, las técnicas de alto contenido suministran información adicional sobre
la apoptosis, movimientos celulares, posición de los orgánulos intracelulares y
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otros fenómenos que den lugar a cambios totales de la imagen fluorescente. Exis-
ten distintos modelos comerciales de analizadores de imagen confocales de alto
rendimiento, tales como el InCell AnalyserTM de Amersham Biosciences, el
BDTM Pathway Bioimager de BD Biosciences, el ArrayScan HCS Reader de
Cellomics o el OperaTM de Evotec Technologies. Estos sistemas alcanzan velo-
cidades de lectura de aproximadamente 1 pocillo/segundo y combinan una alta
resolución temporal con una alta resolución espacial. La posibilidad de mante-
ner condiciones ambientales de temperatura y dióxido de carbono constantes en
estos sistemas, permiten la experimentación utilizando células vivas. La detec-
ción de células individuales suministra información adicional sobre la respues-
ta a tratamiento de poblaciones heterogéneas, que pueden diferir en su estado
de desarrollo, fase dentro del ciclo celular, estado de transfección o variabilidad
natural. La aplicación de estos sistemas tiene una gran importancia en el cam-
po del diseño de drogas con valor farmacológico y en los ensayos de toxicidad
de productos químicos (99, 100). Las perturbaciones producidas por estos com-
puestos a nivel de subpoblaciones celulares pueden detectarse eficazmente uti-
lizando estos sistemas de alto rendimiento, analizando multiparametricamente
eventos como el ciclo celular, apoptosis, viabilidad, motilidad, morfología o
translocación molecular en células individuales.
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